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ÖZET:  

Herbisitler suda yaşayan organizmalar ve insan sağlığı için ciddi tehlike oluşturabilir. Karışım formülasyonu 

olarak hazırlanan herbisitler ise çok daha fazla toksik etkilere sahip olabilir ancak literatürde bu herbisitlerin 

toksisitelerini gösteren az sayıda çalışma vardır. Çalışmamızda, piyasada son yıllarda yoğun kullanılan karışım 

herbisitlerin (Halauxifen methyl+Pyroxsulam+Cloquintocet asit) farklı konsantrasyonlarının (0.25, 0.5 ve 1 

ppm) zebra balığı embriyo ve larvalarındaki toksik etkileri gelişimsel parametreler ve davranış testleri ile 

değerlendirilmiştir. Karışım herbisitlere 96 saat maruz kalan embriyo ve larvalarda özellikle en yüksek 

uygulama konsantrasyonunda (1 ppm) hayatta kalma oranı azalmış ve larvaların koryondan çıkışı gecikmiştir. 

Embriyo ve larvalarda karışım herbisitlerin etkisi ile çeşitli malformasyonlar gözlemlenmiştir. Ayrıca karışım 

herbisit 1 ppm konsantrasyonda zebra balığı larvalarında 96. saatte kat ettikleri toplam mesafede artış olmuş ve 

hiperaktivite meydana geldiği belirlenmiştir. Çalışmamız karışım kimyasalların sucul organizmalardaki toksik 

etkilerinin anlaşılması açısından önemli veri sağlamaktadır. Sonuç olarak sucul ekosistemde karışım olarak 

bulunan kimyasalların (herbisit, insektisit, fungusit veya ağır metaller) sucul canlılar için bir tehdit olduğu 

düşüldüğünden daha fazla ve detaylı çalışmaların yapılması gerekmektedir. 
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ABSTRACT:  

Herbicides can pose a serious hazard to aquatic organisms and human health. Herbicides prepared as a mixture 

formulation may have much more toxic effects, but there are few studies in the literature showing the toxicities 

of these herbicides. In our study, the toxic effects of different concentrations (0.25, 0.5 and 1 ppm) of mixed 

herbicides (Halauxifen methyl+Pyroxsulam+Cloquintocet acid), which have been used extensively in the 

market in recent years, on zebrafish embryos and larvae were evaluated with developmental parameters and 

behavioral tests. Embryos and larvae exposed to the mixed herbicides for 96 hours had reduced survival and 

delayed exit from the chorion, especially at the highest application concentration (1 ppm). Various 

malformations were observed in embryos and larvae with the effect of mixed herbicides. In addition, it was 

determined that the total distance covered by zebrafish larvae at 96th hour increased and hyperactivity 

occurred at 1 ppm concentration of the mixed herbicide. Our study provides important data in terms of 

understanding the toxic effects of mixed chemicals on aquatic organisms. As a result, more and more detailed 

studies are required since chemicals (herbicides, insecticides, fungicides or heavy metals) found as a mixture in 

the aquatic ecosystem are considered to be a threat to aquatic organisms. 
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GİRİŞ 

Herbisitler, çeşitli yabani ot zararlılarının dayattığı mahsul-ot rekabetini azaltarak tarımsal gıda 

üretiminin arttırılmasında önemli bir rol oynamaktadır (Singha ve ark., 2022). Tarımdaki gereklilikleri 

herbisitlerin hedef olmayan canlılar için oluşturabilecekleri toksik etkileri gözardı ettirmemelidir. 

Herbisit kalıntıları toprakta, su kütlelerinde, yeraltı sularında ve besin zincirinde biyolojik birikim 

nedeniyle ciddi çevresel ve sağlık sorunları oluşturmaktadır (Ali ve ark., 2021). Son yıllarda herbisit 

karışımları, geniş yabani ot kontrolü yapabilirlikleri ve verimli uygulanabilirlikleri nedeniyle çok daha 

fazla kullanılmaktadır (Saha ve ark., 2018). Halauxifen-methyl, yeni bir herbisittir ve yeni yapısal 

sentetik oksin herbisit sınıfının ilk üyesidir (Zhao ve ark., 2015). Pyroxsulam, triazolopiridin 

sülfonamid ailesinin bir üyesi ve asetolaktat sentazı (ALS) inhibe eden bir herbisittir (Abdel-Wahab ve 

ark., 2021). Halauxifen-methyl ve pyroxsulam’a ait hazır karışım formülasyonlar, çeşitli mahsullerde 

çok çeşitli yabani ot istilasını kontrol etmede başarılı olduğu için bir çok ülkede kullanılmaya 

başlanmıştır (Mithila ve ark., 2011; Obenland ve Riechers, 2020; Lan ve ark., 2022; Singha ve ark., 

2022). Ancak halauxifen-methyl ve pyroxsulam’dan oluşan herbisit karışımının herhangi bir canlı 

üzerine toksik etkileri henüz araştırılmamıştır. Çevresel kirletici karışımların toksik etkilerine ilişkin 

bilgiler çok sınırlıdır, çünkü çoğu kirleticinin toksisite değerlendirmesi şu anda çoğunlukla canlıların 

bireysel kimyasallara maruz kalmasına odaklanmaktadır (Caioni ve ark., 2021). Bununla birlikte, 

karışım maddelerin bazı durumlarda sinerjistik etkiler nedeniyle bir karışımdaki en güçlü tek 

kimyasalın tetiklediği etkilerden daha büyük olabileceği belgelenmiştir (Pistollato ve ark., 2020). 

Zebra balığı (Danio rerio), embriyo ve larvaları gelişim dönemindeki şeffaf görünümleri ve 

kirletici maddelerin etkilerinin kısa sürede gözlemlenmesini sağlayan hızlı dış gelişim dönemleri gibi 

olumlu özelliklerinden dolayı toksisite testlerinde model organizma olarak yaygın şekilde 

kullanılmaktadır (Santos ve ark., 2022). Bu canlıların kısa yaşam döngüsü, laboratuvar bakımının 

kolay olması ve çok sayıda yumurta üretmesi de toksisite testlerinde giderek daha fazla kullanılmasını 

sağlamaktadır (Lee ve ark., 2019). 

Herbisitlerin zebra balıklarında bireysel ve birlikte toksisiteleri hakkında çalışmalar yapılmıştır, 

ancak piyasada karışım formülasyonu şeklinde bulunan ve yaygın kullanılan herbisitlerin neden 

olduğu akut toksisiteye ilişkin literatür de yeterli çalışma mevcut değildir (Shukla ve ark., 2017; Costa 

ve ark., 2022; Liu ve ark., 2022). Bu nedenle, çalışmamızda halauxifen-methyl ve pyroxsulam 

herbisitlerine akut maruz kalmanın birlikte etkilerinin zebra balığı embriyo ve larvalarında toksik 

etkileri gelişimsel süreçler ve hareket açısından değerlendirilmesine yönelik araştırma yapılmıştır. 

MATERYAL VE METOT 

Kimyasallar 

Tarzec 320 WG (ithal) herbisit (%6.95 Halauxifen-methyl+%25 Pyroxsulam+%35.4 

Cloquintocetasit: herbisit koruyucu) ticari olarak satın alındı. Diğer kullanılan tüm kimyasallar Merck 

firmasından satın alındı. 

Zebra Balığı Yaşam Koşulları ve Yumurta Alımı 

Çalışmamız Atatürk Üniversitesi Su Ürünleri Fakültesi Akuatik Biyoteknoloji Laboratuvarında 

yapıldı. Çalışmada kullanılan zebra balığı embriyolarının anaçları (AB genotipli, Danio rerio) Oregon 

Eyalet Üniversitesi'nden (ABD) temin edilmiştir.  Zebra balığı anaçları Akuatik Biyoteknoloji 

Laboratuvarında kapalı devre sistemde kontrollü şartlarda (fotoperiyot: 10 saat karanlık-14 saat ışık, 

sıcaklık: 28 ±1 ˚C) yetiştirilmektedir. Balıklarda besleme günde iki kez (artemia ve pul yem) 

yapılmaktadır. Yumurta alımı için 1:2 oranında dişi ve erkek kullanıldı. Sabah saat 09.00’da yetiştirme 
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sistemi ışıkları açıldığında yumurtalatma tanklarındaki anaç balıklarda yumurtalama süreci başladı ve 

1-2 saat içinde yumurtalar alındı. Toplanan yumurtalar embriyo-larva besin ortamına (E3 solüsyonu: 5 

mM NaCI, 0.17 mM KCI, 0.33 mM CaCI2, 0.33 mM MgSO4, %0.01 metilen mavisi) alındı 

(Westerfield, 2000).  

Zebra Balığı Embriyo ve Larvalarının Halauxifen methyl+Pyroxsulam+Cloquintocetasit 

Karışımına Maruz Bırakılması 

Çalışmamızda kullanıdığımız karışım formülasyonu herbisitlerin (Halauxifen 

methyl+Pyroxsulam+Cloquintocet asit) toksisitesi ile ilgili literatürde herhangi bir çalışmaya 

rastlanmadığı için subletal konsantrasyonları belirlemek için deneme 0.25, 0.5, 1, 5, ve 10 ppm olmak 

üzere 5 uygulama grubu şeklinde hazırlandı. Denemenin 24. saatinde 10 ppm ve 48. saatte 5 ppm 

uygulama gruplarındaki tüm embriyoların öldüğü görüldü. Deneme ikinci kez sublethal 

konsantrasyonlar (0.25, 0.5 ve 1 ppm) ile yeniden başlatıldı. Konsantrasyonlar 1000 ppm karışım 

herbisit (%6.95 Halauxifen-methyl+%25 Pyroxsulam+%35.4 Cloquintocet asit) stok solüsyonundan 

seyreltilerek hazırlandı.  Stok solüsyonu ultra safsu kullanılarak hazırlanırken diğer deneme 

konsantrasyonları E3 solüsyonu ile hazırlandı. Kontrol grubu sadece E3 solüsyonu içerdi. Denememiz 

fertilizasyondan sonra 4. saatte başlatıldı ve 96 saat boyunca devam ettirildi. Deneme yarı statik (her 

gün uygulama solüsyonları yenilendi) olarak yapıldı. Denemede her grup için 35 embriyo kullanılarak 

deney 3 kez tekrarlandı. Deneme boyunca embriyo ve larvalar 28 ˚C tutuldu (Köktürk, 2022). 

Çalışmamızda 4-96 saatleri aralığındaki zebra balığı embriyo ve larvaları kullanıldı. Zebra balığı 

larvaları 120 saatten küçük olduğu için bu çalışma etik izin gerektirmemektedir (Direktif 86/609/EEC 

ve AB Direktifi, 2010/63/EU). 

Zebra Balığı Embriyo ve Larvalarında Akut Toksisite ve Teratojenite Ölçümü 

Zebra balığı embriyo ve larvalarında Halauxifen methyl+Pyroxsulam+Cloquintocet asit 

karışımının gelişimsel parametreler (hayatta kalma oranı, larva çıkış oranı ve morfolojik anormallikler) 

üzerine etkileri 24, 48, 72 ve 96. saatlerde stereomikroskop altında incelendi ve fotoğraflandı. 

Zebra Balığı Larvalarında Fizyolojik Toksisite Ölçümü (Larva Davranış Testi) 

Karışım herbisit maruziyetinden sonra 96. saatte zebra balığı larvalarında davranış testi için 

lokomotor aktivite bakıldı. Davranış testi için uygulama grupları ve kontrol grubundan rastgele seçilen 

16 larva (deneme 2 kez tekrar edildi) kullanıldı.  Rastgele seçilen larvalar 48 kuyulu plaklara her 

kuyucuğa 1 larva gelecek şekilde yerleştirildi ve plaka sıcaklığı 28.5 °C'ye ayarlanan DanioVision 

(Noldus) gözlem bölmesine yerleştirildi. Test periyodu 10 dakikalık aralıklarla karanlık ve aydınlık 

şeklinde 50 dakika larva hareketleri kaydedildi. Test sonunda her bir larvanın kat ettiği mesafe 50 

dakikalık süre için EthoVision (Noldus) yazılımı kullanılarak analiz edildi (Sulukan ve ark., 2022).  

İstatistik Analizler 

Hayatta kalma oranı, larva çıkış oranı, malformasyon oranı ve davranış testi için, sonuçlar 

ortalama ± standart hata (SH) olarak ifade edildi. İstatistiksel analizler GraphPad Prism 8 yazılımı 

kullanılarak yapıldı. Uygulama ve kontrol grupları arasındaki istatistiksel farkı belirlemek için tek ve 

çift yönlü ANOVA ve Tukey çoklu karşılaştırma testi kullanıldı. P değerleri 0.05'ten küçükse 

farklılıklar istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi (****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 

0.05). 
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BULGULAR VE TARTIŞMA  

Zebra Balığı Embriyo ve Larvalarında Halauxifen methyl+Pyroxsulam+Cloquintocetasit 

Karışımının Toksik ve Teratojenik Etkisi 

Farklı konsantrasyonlarda karışım formülasyonu herbisitlere maruz kalma sonucunda 24, 48, 72 

ve 96. saatlerde zebra balığı embriyo ve larvalarında belirlenen hayatta kalma oranı yüzdeleri Şekil 

1'de gösterilmektedir. Karışım herbisitler konsantrasyon artışına bağlı olarak embriyo ve larvalarda 

hayatta kalma oranını azalmasına neden olmuştur. Embriyo ve larvalardaki hayatta kalma oranları 0.25 

(%81.0; p < 0.0001), 0.5 (%75.2; p < 0.0001) ve 1 (%70.5; p < 0.0001) ppm uygulama grupları 96. 

saatte kontrol (%98.1) ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak farklılık olduğu tespit edilmiştir (Şekil 

1). 

 
Şekil 1. Halauxifen methyl+Pyroxsulam+Cloquintocet asit karışım maruziyetinden sonra 24, 48, 72 ve 96. saatte zebra 

balığı embriyo ve larvalarda hayatta kalma oranı (n=35, deneme 3 kez tekrar edilmiştir). 

Zebra balığı embriyoları Halauxifen methyl+Pyroxsulam+ Cloquintocet asit karışımına maruz 

kaldığında, embriyolarının koryondan çıkışının geciktirdiği belirlenmiştir (Şekil 2). Larva çıkış 

oranlarının 48, 72 ve 96. saatlerde 0.25, 0.5 ve 1 ppm uygulama gruplarında kontrol ile anlamlı 

farklılık gösterdiği tespit edilmiştir (p < 0.0001)(Şekil 2). Zebra balığı embriyolarında kuluçkadan 

çıkış başarısı hayatta kalmak için önemli bir adım olup gecikmeli kuluçkadan çıkma, canlıları avcılara 

karşı savunmasız hale getirebilir ve hatta yumurtadan çıkma tamamen engellenirse, koryon içinde 

embriyonun ölümüne yol açabilir (Ong ve ark., 2014). Çalışmamızda karışım herbisitlerin larva 

çıkışını geciktirmiştir ve bu gecikmenin embriyo ölümlerine neden olduğu söylenebilir. Ayrıca zebra 

balığı kuluçka sürecinin, koryonun iç vitellin zarfını parçalamak için kuluçka enziminin salınması ve 

ardından embriyonun hareketi ile zayıflamış koryonu kırması şeklinde gerçekleştiği bilinmektedir 

(Sano ve ark., 2008). Çalışmamızdaki kuluçka çıkışlarının gecikmesinin karışım herbisitler tarafından 

kuluçka enzim aktivitesinin inhibisyonundan kaynaklanmış olabileceği düşünülmektedir. 
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Şekil 2. Halauxifen methyl+Pyroxsulam+Cloquintocet asit karışım maruziyetinden sonra 48, 72 ve 96. saattlerde zebra 

balıklarında larva çıkış oranı (n=35, deneme 3 kez tekrar edilmiştir). 

Halauxifen methyl+Pyroxsulam+Cloquintocet asit karışımına maruz kalma, zebra balığı embriyo 

ve larvalarında perikardial ödem, omurga ve kuyruk deformasyonları gibi malformasyonlara neden 

oldu (Şekil 3). Malformasyon oranları konsantrasyon artışına bağlı olarak artarken kontrol grubu ile 

farklılık göstermiştir (p < 0.0001, p < 0.001, p < 0.01) (Şekil 4). Malformasyon oranları 0.25, 0.5 ve 1 

ppm de sırasıyla %9.4, %12.6 ve %18.9 olarak belirlenmiştir (Şekil 4). Kontrol ile farklılık olmasına 

rağmen %10’un altında bir morfolojik bozukluk belirlendiği için 0.25 ppm uygulama grubundaki 

malformasyonlar önemli kabul edilmemektedir.  

Karışım halindeki herbisit veya insektisitlerin sucul canlılardaki toksik etkilerinin belirlendiği 

çalışmalar daha gerçekçi sonuçlar ortaya koymaktadır. Çünkü suda yaşayan organizmalar doğada 

kirleticilere tek olarak değil karışım halinde maruz kalmaktadırlar (Mit ve ark., 2021). Bazı çalışmalar 

karışım kirleticilerin, zebra balığı embriyo ve larvalarında öngörülemeyen toksik etkiler 

oluşturabileceğini göstermiştir (Caioni ve ark., 2021). Çalışmamızda kullandığımız karışım 

formülasyonu herbisitlerin zebra balığı embriyo ve larvalarda konsantrasyon (0.25, 0.5 ve 1 ppm) ve 

zamana bağlı olarak hayatta kalma oranı ve larva çıkış oranının azalttığı ve malformayon oranlarını 

arttırdığı belirlenmiştir. Benzer şekilde Sun ve ark., (2021) farklı karışım herbisitlere (2-metil-4-

klorofenoksi asetik asit+Cyhalofop-butyl) maruz kaldıktan sonra Cyprinus carpio embriyolarında 

hayatta kalma oranı ve kuluçka oranın daha düşük, malformasyon oranının ise daha yüksek olduğunu 

belirlemişlerdir. Ayrıca tekli maruz kalma grubu ile karşılaştırıldığında, birleşik maruz kalma 

grubunda daha belirgin teratojenik etkilerin olduğu ve kombine maruz kalma grubunda embriyoların 

daha fazla toksik stimülasyon aldığını göstermiştirler.  İlginç bir şekilde, bazı karışım herbisitlerde (S-

metolachlor+benoxacor) ise zebra balığı embriyo gelişiminde antagonistik etkilere neden olmuş ve S-

metolaklor seviyeleri arttıkça kombine toksisite azaldığı görülmüştür (Liu ve ark., 2022).  
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Şekil 3. Halauxifen methyl+Pyroxsulam+Cloquintocetasit karışımına maruz bırakıldıktan sonra 96.saatteki morfolojik 

değişimlerin mikroskop görüntüleri. OD: omurga deformasyonu, KD: kuyruk deformasyonu, PÖ: perikardiyal ödem. 

Skala:0.5 mm. 

 
Şekil 4. Halauxifen methyl+Pyroxsulam+Cloquintocet asit karışımına maruz bırakılan zebra balığı embriyo ve larvalardaki 

malformasyon oranları (n=35, deneme 3 kez tekrar edilmiştir). 

Zebra balığı larvalarında Halauxifen methyl+Pyroxsulam+Cloquintocet asit karışımının 

davranış üzerine etkileri 

Farklı konsantrasyonlarda 96 saat karışım herbisitlere maruz bırakılan zebra balığı larvalarının 

lokomotor aktivitelerindeki değişimi değerlendirmek amacıyla davranış analizleri yapılmıştır. Sonuçlar 

analiz edildiğinde, 0.25 ve 0.5 ppm uygulama gruplarında kontrole göre kat edilen toplam mesafede 

herhangi bir değişim gözlenmezken özellikle 1 ppm grubunda istatistiksel olarak anlamlı derecede bir 

artışa sebep olduğu tespit edilmiştir (p < 0.0001) (Şekil 5). Bu sonuçlar, karışım herbisit maruziyetinin 
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1 ppm konsantrasyonu kullanıldığında zebra balığı larvalarında hiperaktivite meydana getirdiğini 

göstermektedir. Larvalarda yüzme parametreleri, toksisite değerlendirmesi için hassas bir yaklaşım 

olarak kabul edilebilir (Oliveira ve ark., 2020).  Zebra balığı larvalarında herbisitlerin artan lokomotor 

aktiviteye neden olduğu ve bununla birlikte artan stres/anksiyete meydana geldiği bildirilmiştir 

(Sulukan ve ark., 2023). Mevcut çalışmada da herbisit karışımının özellikle 1 ppm konsantrasyonu 

kullanıldığında zebra balığı larvalarında hareket aktivitesini önemli oranda artırarak hiperaktif 

davranışlara sebep olduğu tespit edilmiştir. Herbisitlerin tek başlarına zebra balık larvalarında yüksek 

konsantrasyonlarda (10-100 μM) toplam mesafe, hız, kümülatif hareket süresi ve genel aktivitede bir 

artış (hiperaktivite) gösterdiği bildirilmiştir (Wang ve ark., 2018). Farklı olarak glifosat bazlı herbisit 

ve fipronil bazlı insektisit karışımlarının yetişkin zebra balıklarında canlıların belli bir zamanda 

aldıkları toplam mesafe miktarının etkilenmediği görülmüştür (da Costa Chaulet ve ark., 2019). 

 
Şekil 5. Zebra balığı larvalarının lokomotor aktivite analizlerinden toplam mesafenin gruplar arasındaki karşılaştırması. (n 

= 16, deneme 2 kez tekrarlanmıştır) 

Nörodejeneratif hastalıklar için, etiyolojilerini bazı herbisitlere uzun süreli veya düşük 

konsantrasyonlarda maruz kalma ile ilişkilendiren kanıtlar vardır (Baltazar ve ark., 2014; Chinta ve 

ark., 2018; Rueda-Ruzafa ve ark., 2019; Weed, 2021). Bununla birlikte, nörodejeneratif hastalıkların 

altında yatan mekanizmalar karmaşık ve tam olarak anlaşılamamıştır, bunun içinde daha ileri mekanik 

araştırmalar ve hayvan modellerin kullanılması gerekmektedir (McGonigle, 2014). Zebra balığı 

modelleri ise kolayca izlenilebilir davranış kalıpları ile merkezi sinir sistemindeki değişimlerin 

belirlenmesine olanak sağlar ve nörodejeneratif bozukluklar hakkında önemli veri sağlar (Bashirzade 

ve ark., 2022). Çalışmamızda karışım herbisitlerin yüksek konsantrasyonlarda lokomotor aktiviteyi 

arttırdığı görülmüştür. Lokomotor aktivitedeki bu değişiklikler, ATP üretiminden ve/veya serbest 

radikallerin aşırı üretiminden sorumlu olan mitokondriyal disfonksiyonun bir sonucu olabilir (Wang ve 

ark., 2017; Wang ve ark., 2018; Ilie ve ark., 2021). Mitokondriyal fonksiyon bozulmaların ise 

nörodejeneratif hastalıklara neden olabileceği bildirilmiştir (Johnson ve ark., 2021; Palmer ve ark., 

2021). Bu durum çalışmamızdaki karışım herbisitlerin nörotoksik etkilerinin olduğunu göstermektedir. 
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SONUÇ 

Karışım kirleticilerin toksik etkilerinin çok farklı olması bu kirleticilerin birlikte sucul 

ekosistemde nasıl bir toksik etki oluşturacağı hakkında tahmin edilemez yaklaşımlarla karşı karşıya 

kalmamıza neden olmaktadır. Karışım kirleticiler bazı çalışmalarda bireysel maruziyetlerinden çok 

daha fazla toksik (sinerjik etki) olabildiği gibi bazende daha az toksik (antagonistik) etkiye sahip 

olabildikleri görülmüştür. Son yıllarda karışım maddelerin toksik etkileri çalışılmaya başlanmış olsa da 

henüz bu karışımların toksistelerinin altında yatan mekanizmalar tam olarak bilinmemektedir. 

Çalışmamızda karışım formülasyon herbisiti (Halauxifen methyl+Pyroxsulam+Cloquintocet asit) zebra 

balığı embriyo ve larvalarında azalan hayatta kalma, geciken larva çıkışı ve farklı malformasyonlar ile 

gelişimsel toksisiteye neden olduğu gösterilmiştir. Ayrıca larvalarda yapılan davranış testleride bu 

karışım herbisitin nörolojik etkilerinin olabileceğini düşündürmüştür. Çalışmamız karışım 

kimyasalların sucul organizmalardaki toksik etkilerinin anlaşılması açısından önemli veri 

sağlamaktadır. Mevcut sonuçlarımız bu karışım herbisitlerin çok daha farklı analizler ile embriyo ve 

larvalardaki toksisite mekanizmasının detaylı araştırılması gerekliliğini ortaya koymaktadır. 
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